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Resumen

El virus dengue (DENV) es un flavivirus presente en la naturaleza en forma de cuatro serotipos. Se
transmite al hombre por mosquitos del género Aedes, ocasionando un sindrome febril conocido desde
hace varias centurias y llamado fiebre de dengue. En las Ultimas décadas, la expansién
epidemiolégica de la fiebre de dengue en todo el mundo y la emergencia de formas mas severas de
la enfermedad, como la fiebre hemorragica de dengue, a causa de infecciones secuenciales en una
misma comunidad con distintos serotipos virales, han convertido a esta virosis en un serio problema
para la salud publica internacional. A pesar de que se estima que en la actualidad se producen entre
50 y 100 millones de casos de fiebre de dengue en todo el mundo, no hay ninguna vacuna ni
quimioterapia especifica para su prevencion o tratamiento.

En los dltimos anos, el conocimiento parcial del ciclo de multiplicacion del virus en la célula huésped
y de las caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas virales ha impulsado el estudio de
diversos blancos potenciales para la accion antiviral, ya sea a través del disefio racional de
inhibidores o mediante el ensayo empirico de compuestos de sintesis y productos naturales. Asi se
estan evaluando inhibidores que afectan la entrada del virus a la célula, la replicacién del RNA viral, la
proteasa viral responsable del clivaje de la poliproteina precursora, la maduracién de las
glicoproteinas virales, y la expresion del genoma viral. Se alcanzaron resultados promisorios, en
algunos casos extendidos a ensayos en modelos experimentales in vivo, lo que alienta las
perspectivas de lograr una quimioterapia efectiva para combatir el dengue.
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Abstract

Dengue virus (DENV) is a flavivirus transmitted to humans by mosquitoes of the genus Aedes,
causing a febrile illness known several centuries ago and called dengue fever. In the last decades, the
global epidemiology of dengue fever has expanded and a more severe form of the disease, dengue
hemorrhagic fever, has emerged as consequence of sequential infections in a community with
different viral serotypes. Dengue virus is now a major global public health problem. It is estimated that
up to 100 million cases of dengue fever occur annually on a worldwide basis. So far, there is no
vaccine licensed for prevention in humans and no therapeutic agents are available for treatment of
patients.

The knowledge of the virus multiplication cycle as well as the structural and functional characteristics
of the virion components is essential to elucidate potential targets of antiviral therapy. For DENV, the
partial information available has allowed the in vitro screening of diverse classes of compounds and
their identification as effective inhibitors of the viral entry, the viral RNA replication, the protease
responsible of the viral polyprotein cleavage, the glycoprotein maturation and the viral genome
expression. In addition, the evaluation of some agents was extended to in vivo experimental animal
models, increasing the future perspectives to obtain an effective chemotherapy for treatment of human
DENV infections.

Key words: dengue, hemorrhagic fever, antiviral agents

53



Revista QuimicaViva namero 2, afio 5, agosto 2006

Luego de un prolongado periodo en el que la incidencia del dengue en la poblacién se habia reducido
ostensiblemente, en los Ultimos afos la preocupacidon por esta enfermedad resurgié como un
problema grave para la salud publica internacional.

El virus del dengue (DENV) fue aislado por primera vez a partir de sangre de pacientes en 1907 (1).
Este virus es un miembro del género Flavivirus, familia Flaviviridae, transmitido al hombre por
mosquitos de las especies Aedes aegypti (principal vector) y A. albopictus. La particula viral tiene un
genoma de RNA simple cadena de polaridad positiva, dentro de una capside con simetria
icosaédrica, y rodeado por una envoltura externa. Hay cuatro serotipos virales (DENV-1,-2, -3 y -4)
que estan distribuidos en las areas tropicales y subtropicales en todo el mundo, junto con el mosquito
vector. La infeccién con un serotipo otorga proteccion de por vida al individuo frente a la reinfeccion
homéloga, pero no protege contra la infecciéon con otro serotipo de DENV.

Reemergencia global del dengue

Los primeros reportes de brotes epidémicos de una enfermedad con caracteristicas clinicas
compatibles con la fiebre del dengue (DF, del inglés “dengue fever”) datan de los afos 1779-1780 en
diferentes paises de Asia, Africa y América del Norte (2). Desde entonces y hasta alrededor de 1940,
las manifestaciones de la enfermedad eran esporadicas, en forma de grandes epidemias
intermitentes con intervalos de décadas entre cada una de ellas, debido principalmente a que tanto
mosquitos como virus eran transportados de un punto geografico a otro a través de los barcos. Sin
embargo, la presencia endémica del virus quedaba evidenciada por el desarrollo de DF durante los
periodos interepidémicos en visitantes que nunca habian estado en contacto con el DENV vy llegaban
a distintos centros urbanos tropicales. La presentacion clinica de la DF se caracteriza por un
sindrome febril suave durante 2-7 dias, dolor intenso en las articulaciones y los musculos, cefalea,
nauseas, inflamacién de los ganglios linfaticos y erupciones en piel.

La epidemiologia y dindmica de trasmision de DENV cambié drasticamente a consecuencia de la
llamada segunda guerra mundial, luego de 1940, en el sudeste asiatico. La irrupcién y movimientos
de las tropas expandieron la distribucién geografica de todos los serotipos virales asi como la
presencia y densidad del A. aegypti. La diseminacién de virus y vectores se increment6 luego de la
guerra por el rapido crecimiento de la poblacion, la urbanizacién desmedida, las condiciones
sanitarias deficientes y el grado de polucion en las ciudades (3). Asimismo, la aceleracién en las
comunicaciones a través de los viajes aéreos favorecié el movimiento de individuos virémicos dentro
y fuera de la region. Este conjunto de factores condujo al establecimiento de un estado
hiperendémico de infeccion por dengue en la region, con epidemias anuales causadas por la
cocirculacion en una misma comunidad de los cuatro serotipos y, consecuentemente, una mayor
frecuencia de infecciones secuenciales en nifios (4). Asi fue que en 1954 emergié en Filipinas una
nueva forma de enfermedad conocida como fiebre hemorragica de dengue (DHF, del inglés “dengue
hemorrhagic fever”), seguida luego por epidemias en Tailandia, Malasia, Singapur, Vietham, India,
Pakistan, China e islas del Pacifico (1). La DHF comienza con los mismos signos que la DF, pero
luego se produce un rapido deterioro del paciente, con dificultades en la respiraciéon, anormalidades
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en la hemostasia, permeabilidad vascular incrementada, deshidratacion y multiples manifestaciones
hemorragicas. En su forma més severa, conocida como sindrome de shock de dengue (DSS, del
inglés “dengue shock syndrome”), los pacientes experimentan hipovolemia y falla circulatoria. La
mortalidad por DHF/DSS puede alcanzar al 20 %, siendo una causa principal de hospitalizacién y
muerte en nifios en la region.

Los cambios epidemiologicos en las Américas han sido aun mas dramaticos que en Asia. Entre
1940 y 1970, las epidemias de dengue eran muy raras ya que el vector A. aegypti habia sido
erradicado de la region. El programa de erradicacion se discontinué en la década del 70, el mosquito
reinfest6 el continente y, simultdneamente, reaparecié el dengue epidémico. La introduccién de
nuevos serotipos y cepas provenientes de Asia condujo a la produccion de brotes epidémicos severos
anuales en paises que habian estado libres de la enfermedad por 30-130 afos (1). La DHF emergié
por primera vez en el continente en 1981, en Cuba (5), y posteriormente en muchos otros paises
americanos.

En la actualidad, el mosquito y el virus contintan su expansién global, y la Organizacién Mundial de
la Salud estima que entre 50 y 100 millones de casos de DF y 250.000-500.000 casos de las formas
mas severas DHF/DSS ocurren cada ano, con un fuerte impacto sanitario, social y econémico en mas
de 100 paises de todo el orbe (6).

Situacion actual en el tratamiento y prevencion de la enfermedad

A pesar de la vieja historia del dengue en el mundo y la grave situacién descripta, no se dispone en
la actualidad de vacunas preventivas ni drogas antivirales especificas para el tratamiento del dengue,
que solo consiste en terapia de apoyo para reducir las consecuencias de la fiebre, deshidratacion,
hipotensién y hemorragias en el paciente. Esta falencia probablemente se debe a que el dengue no
era percibido como un problema sanitario de importancia, sumado al hecho de que la mayoria de los
individuos que sufren de estas dolencias asociadas a DENV se encuentran en los paises del Tercer
Mundo. El resurgimiento y expansién epidemiolégica del virus y la emergencia de DHF/DSS en las
Ultimas décadas ha cambiado esta situacién, resultando en un mayor apoyo e impulso para los
estudios tendientes al desarrollo tanto de una vacuna como de la quimioterapia anti-dengue.

Las dificultades en desarrollar una vacuna efectiva se centran en el requisito indispensable de una
vacuna tetravalente protectora contra los cuatro serotipos. Es conocido que los anticuerpos
heterotipicos preexistentes en un individuo que ha sufrido DF representan un factor de riesgo para
DHF, por el efecto aumentador de la infeccién que ejercen al facilitar la entrada a la célula del
serotipo reinfectante (7). Por lo tanto, una inmunizacion parcial con una vacuna monovalente
implicaria un riesgo aumentado en el individuo vacunado de sufrir una forma mas severa de
enfermedad ante una infeccién con alguno de los otros tres serotipos. En estos momentos, hay
diversos proyectos en desarrollo que intentan construir vacunas recombinantes que expresen las
proteinas externas de todos los serotipos (8, 9), pero aun hay un largo camino a recorrer hasta la
obtencion de un inmundgeno efectivo y seguro.
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Ciclo de multiplicacion del virus: Blancos potenciales para el desarrollo de antivirales

El desarrollo de antivirales requiere del conocimiento del ciclo de multiplicacion del virus en la célula
huésped asi como las caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas virales, a fin de
hallar los blancos mas adecuados para bloquear la infeccion.

En la Fig. 1 se muestra un esquema probable del ciclo de vida del DENV ya que aun se carece de
informacion sobre el mecanismo de varias etapas del proceso. La adsorcion del virus a la célula
comienza con la unién de la glicoproteina E de la envoltura viral con un receptor de la membrana
plasmatica celular, seguida de la entrada de la particula viral que conduce al desnudamiento y
liberacion del genoma viral en el citoplasma. Tanto la naturaleza del receptor (residuos de heparan
sulfato o proteinas) como el mecanismo de entrada (endocitosis o fusidbn en membrana) estan adn en
discusion. El genoma viral es una molécula de RNA de polaridad positiva, que posee en su extremo 5’
una guanina metilada o “cap” y una secuencia que lo une al ribosoma (IRES, del inglés “internal
ribosome entry site”). Alli, el genoma es inmediatamente traducido a una Unica poliproteina, que es
procesada por proteasas virales y celulares para producir simultdneamente todas las proteinas
virales: las tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete proteinas no estructurales (NS), que
cumplen diversas funciones en el ciclo (Fig. 2). La RNA polimerasa RNA dependiente viral (NS5),
asociada a otras proteinas NS, replica el RNA gendmico produciendo una molécula complementaria
de RNA de polaridad negativa, la que a su vez actia como templado para la sintesis de nuevas
cadenas de RNA de polaridad positiva. Las réplicas de genoma viral son encapsidadas por la
proteina C y luego, las nucleocépsides adquieren su envoltura por brotaciéon a partir de la membrana
del reticulo endopldsmico hacia el espacio luminal. A partir de alli, las particulas virales son
transportadas por el sistema exocitico secretorio hacia la superficie en tanto que las glicoproteinas
virales adquieren su forma madura por procesamiento de los residuos hidrocarbonados en el sistema
de Golgi y, finalmente, los viriones son liberadas al medio extracelular por fusion de la vesicula de
transporte con la membrana plasmética.

A lo largo del ciclo de vida descripto, hay varios puntos que estan siendo objeto de estudio como
potenciales blancos antivirales (10, 11), que se resefiaran a continuacion.
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Figura 1. Esquema del ciclo de multiplicacion del DENV

Inhibidores de la sintesis de RNA

Siguiendo los pasos y la experiencia acumulada con otras virosis, los primeros intentos para
encontrar sustancias antivirales contra DENV, vy los flavivirus en general, se centraron en el ensayo
de probables inhibidores de la sintesis del RNA viral, en particular inhibidores de la sintesis de
nucleosidos trifosfatos. Entre ellos, uno de los compuestos méas estudiados ha sido la ribavirina, un
andlogo de guanosina de amplio espectro antiviral in vitro contra diferentes virus con genoma de
RNA. Su principal modo de accién parece ser por inhibicién de la enzima celular inosina monofosfato
dehidrogenasa (IMPDH), afectando la biosintesis del nucleétido guanosina trifosfato (GTP), aunque
en forma reciente, se ha demostrado que la ribavirina actia ademés como un mutageno en el RNA,
forzando a los RNA virus a una acumulacion letal de mutaciones llamada catéstrofe de errores, efecto
que se complementaria con su actividad de inhibidor de la IMPDH (12). La ribavirina en combinacion
con interferdn es la actual terapia en uso clinico para el tratamiento de la hepatitis C, otro miembro de
la familia Flaviviridae. Sin embargo, el efecto inhibitorio de la ribavirina contra DENV es muy débil y
poco selectivo debido a su accidn citostéatica (13-15). El ensayo de un gran nimero de compuestos ha
permitido hallar en los ultimos afos algunas sustancias mas efectivas que la ribavirina y con
perspectivas promisorias por su efecto inhibitorio sobre la replicacién del RNA de DENV, que incluyen
varios analogos de nucleosidos, sustancias de estructura heterociclica y el acido micofendlico (10, 13-
17).
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Inhibidores de la proteasa

La estrategia terapéutica de inhibir proteasas virales tiene su precedente exitoso en los inhibidores
de proteasa de HIV, claves para el tratamiento combinado actual de los pacientes con SIDA. En el
caso de DENV, la proteina NS3 tienen un dominio de serina-proteasa en el extremo N-terminal, que
en conjunto con la proteina NS2B como cofactor activante, cataliza los clivajes en los sitios
NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A y NS4B/NS5 de la poliproteina precursora (Fig.2), y también en
sitios adicionales dentro de C, NS4A y NS3, en tanto que furina y proteasas celulares actian en los
sitios remanentes. Se ha logrado caracterizar parcialmente los requisitos necesarios para la actividad
proteolitica de NS3, produciéndose inhibicion en el clivaje con compuestos peptidicos derivados de
distintos sitios de la poliproteina viral (18, 19). La proteina NS3 parece tener requerimientos Unicos e
inususales por residuos dibasicos como sustratos que alientan el disefo de inhibidores selectivos que
no inactiven las proteasas celulares esenciales para las funciones fisiolégicas, pero aun son
necesarios muchos estudios para optimizar el disefio racional de drogas péptido-miméticas de
maxima eficacia in vivo.

NS3 es una proteina multifuncional que posee, ademas, actividades de 5’RNA trifosfatasa, nucleésido
trifosfatasa y RNA helicasa, las que también pueden ser blancos antivirales atractivos, pero aiun no
han sido encarados en DENV.
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Figura 2. Esquema de la poliproteina precursora de DENV y su clivaje proteolitico. Las flechas rojas

indican los sitios de clivaje por la proteasa viral NS3/NS2B y las flechas violetas, los clivajes

realizados por enzimas celulares.

Inhibidores de la entrada

El bloqueo de la entrada del virus a la célula es una estrategia antiviral interesante ya que
representa una barrera para impedir la iniciacion de la infeccion (20). Aqui el blanco de ataque es la
glicoproteina E en su interaccién con componentes de la membrana celular que permiten la union e
internalizacién del virus (Fig.1). A partir del hallazgo del heparan sulfato de los proteoglicanos
celulares como receptor para el DENV en ciertos tipos de células, se ha demostrado la eficacia anti-
DENV in vitro de sustancias polianiénicas de estructura diversa, como heparina, suramin,
polioxometalatos, carragenanos y galactanos extraidos de algas marinas (21-27). El modo de accion

de los polisulfatos es por inhibicion tanto de la adsorcion del virus como su posterior internalizacion
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(26). La capacidad inhibitoria de este tipo de compuestos esta relacionada con el grado y tipo de
distribucién de las cargas negativas y su peso molecular elevado (28), lo que puede representar una
seria desvetaja para su uso clinico en forma sistémica. Sin embargo, es interesante destacar un
trabajo reciente que mostr6 un efecto protector en un modelo murino de dengue de un oligosacarido
sultafado de menor peso molecular, que mimetiza la estructura del heparan sulfato (29), lo que abre
nuevas perspectivas en la potencialidad de estos agentes.

El reciente conocimiento de las caracteristicas estructurales de la glicoproteina E de DENV ha
permitido definirla como una proteina de fusion de clase Il compuesta predominantemente de hojas
beta. Con estas bases, se han utilizado algoritmos fisico-quimicos para el disefio racional de péptidos
dirigidos hacia la proteina E como inhibidores potenciales de la reaccion de fusién necesaria para la
entrada viral. Asi se han detectado péptidos inhibidores, que actian en forma especifica dependiente
de su secuencia, y que podrian utilizarse como compuestos lideres para el desarrollo de drogas
peptidicas para bloquear la infeccién con DENV (30).

Maduracién: inhibidores de a-glucosidasa

La glicoproteina E también es un blanco antiviral, junto con la proteina prM, por su funcionalidad en
las etapas finales del ciclo de multiplicacion. El ensamblaje y posterior liberacion de las particulas
virales requiere de la asociacién de E con prM en las membranas del reticulo antes de la brotacion de
los viriones, para lo cual debe haber un correcto procesamiento post-traduccional y plegamiento de
ambas proteinas. Los inhbidores de la a-glucosidasa celular castanospermina y deoxinojirimicina
impiden la remocién de las glucosas terminales en los N-glicanos de E y prM, las proteinas no
adquieren un plegamiento normal y se bloquea la morfogénesis de los viriones, resultando en una
infeccion no productiva (31, 32). Este tratamiento tiene perspectivas de ser ensayado en humanos ya
que recientemente se ha demostrado que la castanospermina, un alcaloide de origen natural, es
selectivo en su efecto sobre la glicoproteina de DENV respecto de las glicoproteinas celulares y
previene la mortalidad por DENV-1 en un modelo murino (33).

Inhibicién a nivel de la expresién génica

La informacion disponible sobre la secuencia y organizacién de los genomas virales ha permitido
encarar una estrategia antiviral dirigida directamente a bloquear la expresién del genoma, utilizando
pequenos oligonucleétidos antisentido, es decir una cadena simple de DNA de 15-20 nucleétidos
complementaria a una secuencia determinada del RNA genémico de DENV. Asi se forma un duplex
RNA-DNA que impide la expresién génica. Las principales dificultades en el uso de oligonucleétidos
como agentes terapéuticos son su entrada a la célula y su estabilidad frente a la accion degradativa
de las nucleasas, y para intentar superarlas los oligonucleétidos son modificados por agregado de
distintos sustituyentes quimicos. Asi se han ensayado exitosamente contra DENV in vitro
oligonucledtidos fosforotioatos con grupos propinilo en los C-5 de uridinas y citidinas y
fosforodiamidato morfolino-oligdmeros conjugados a péptidos de arginina (34-36). En ambos casos,
los mejores resultados se obtuvieron con oligos reactivos con secuencias de las regiones no
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codificantes de los extremos 3’ y 5’ del RNA gendmico, introduciendo asi un nuevo blanco potencial
de ataque en DENV.

En conclusion, en este momento hay numerosas lineas de investigacién sobre inhibidores de diversos
blancos potenciales antivirales en el ciclo de multiplicacién in vitro del DENV. Se han obtenido
resultados positivos, en algunos casos extendidos a modelos experimentales in vivo, por lo que cabe
alentar buenas perspectivas de contar en un futuro no muy lejano con una quimioterapia especifica y
efectiva para combatir las distintas formas clinicas de dengue.
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